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Introduzione 
Le LDL piccole e dense (sd-LDL) sono una sottoclasse lipoproteica eterogenea delle 
lipoproteine a bassa densità (LDL) caratterizzate da un diametro medio più piccolo e 
da una densità lievemente superiore alle normali LDL. Le sd-LDL hanno destato 
molta attenzione tra i marcatori biochimici correlati alla  Sindrome Metabolica (SM) 
(1,2,3). Una predominanza di sd-LDL è associata con un aumento da due a tre volte 
del rischio di sviluppare malattie delle coronarie (4) ed è inoltre caratterizzata da 
numerose anomalie del profilo lipidico plasmatico, trigliceridi particolarmente elevati 
e basse concentrazioni di HDL-C (5); inoltre, le sd-LDL hanno una maggiore 
suscettibilità alle modifiche ossidative rispetto alle LDL native e maggiore affinità 
per la parete arteriosa (6,7). Infine, le sd-LDL  possono risultare un marcatore utile 
sia per la diagnosi che per la prognosi della sindrome metabolica (8). L’ 
ultrasonografia ad alta risoluzione B-mode è una metodica affidabile e non invasiva 
per rilevare precoci alterazioni strutturali della parete arteriosa. L’aumentato spessore 
medio-intimale della carotide (IMT) è un marcatore strutturale di aterosclerosi che 
correla con diversi fattori di rischio vascolari, che si associa all’estensione della 
patologia arteriosa coronarica, e che predice la probabilità di eventi cardiovascolari 
(9,10). Lo spessore medio-intimale dell’arteria carotidea (CA-IMT) è stato utilizzato 
come uno dei marcatori surrogati di patologia cardiovascolare in varie popolazioni 
(11). CA-IMT è aumentato in popolazioni ad elevato rischio come negli anziani (12), 
negli ipertesi, nel diabete mellito e nelle malattie renali croniche (13). In questo 
studio abbiamo verificato se le particelle sd-LDL fossero associate con lo spessore 
medio-intimale della parete della carotide comune in un campione di donne in 
menopausa del Sud-Italia che hanno partecipato ad un ampio studio prospettico, in 
corso presso il Dipartimento di Medicina Clinica e Sperimentale, Università di 
Napoli Federico II (Progetto Atena). E’ stato inoltre valutato il ruolo della sindrome 
metabolica e dell’Apo B  nello sviluppo dell’aterosclerosi precoce. 
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Metodi 
Caratteristiche della popolazione studiata 
Il Progetto ATENA (14) è un’indagine epidemiologica che si propone di studiare le 
cause ambientali (intese nel senso più ampio di habitat e stile di vita degli individui 
della popolazione), biologiche e genetiche delle principali malattie cronico-
degenerative nella donna. L’indagine utilizza insieme ad altri dati e informazioni, una 
banca di campioni biologici ibernati in azoto liquido (-196°C), appositamente 
costruita ed organizzata per rispondere agli obiettivi principali della ricerca. Le 
malattie cronico-degenerative oggetto prioritario dell’indagine sono le malattie 
cardiovascolari (infarto del miocardio, ictus cerebrale) e i tumori più frequenti nella 
donna (mammella, polmone). Queste malattie sono la causa del 65% delle morti nella 
popolazione femminile italiana e rappresentano oltre il 70% del carico di lavoro del 
sistema sanitario. Tra il maggio 1993 e l’ottobre 1996 sono state visitate oltre 5.000 
donne, residenti nell’area napoletana, di età compresa tra i 30 ed i 69 anni e non 
affette dalle malattie di cui la ricerca si propone di studiare le cause. Circa 400 di 
queste donne provenivano da una selezione casuale effettuata dalle liste anagrafiche 
della città di Napoli. Le restanti hanno risposto volontariamente all’appello per la 
strutturazione di una banca dati e di una banca di campioni biologici. Tutte le 
partecipanti hanno sottoscritto il consenso informato per far sì che i dati raccolti, i 
campioni biologici ibernati e le notizie riguardanti eventuali ricoveri futuri o le 
certificazioni di morte possano essere utilizzati a fini scientifici, nel rispetto della 
legislazione sulla tutela dei dati personali, lo studio è stato approvato dal comitato 
etico delle istituzioni coinvolte (14).  E’ stato successivamente eseguito, dopo un 
periodo di circa 10 anni dalla prima visita, un richiamo di 228 donne, randomizzate 
tra le più anziane. Sono state eseguite  numerose indagini biologiche e biochimiche 
su queste partecipanti, tutte in menopausa. Il nostro campione di osservazione è 
costituito dai dati derivati dalle analisi biochimiche, incluso il dosaggio delle sd-LDL. 
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Tutte le donne hanno fornito un consenso informato, e lo studio è stato approvato dal 
comitato etico. 
Valutazione clinica e biochimica 
Sono stati utilizzati i criteri dell’American Heart Association per classificare le donne 
che avevano la Sindrome Metabolica sulla base della presenza di 3 o più dei seguenti 
fattori di rischio: (1) circonferenza addominale > 88 cm, (2) trigliceridemia a digiuno 
≥ 150  mg/dL, (3) HDL <50 mg/dL, (4) ipertensione (pressione arteriosa sistolica 
≥130 mm Hg, pressione arteriosa diastolica ≥85 mm Hg) e (5) glicemia a digiuno 
≥100 mg/dL (15). Le misurazioni antropometriche sono state eseguite con le pazienti 
vestite e senza scarpe. E’ stato calcolato l’indice di massa corporea, utilizzato come 
indice di obesità, dividendo il peso (chilogrammi) con l’altezza (in metri quadri). La 
circonferenza addominale come marcatore di obesità addominale è stata misurata a 
metà fra la parte inferiore della gabbia toracica e l’estremità superiore della cresta 
iliaca. La pressione brachiale sanguigna a riposo è stata misurata 2 volte dopo un 
intervallo ≥5 minuti a riposo usando uno sfigmomanometro a zero-casuale. Un 
questionario standard è stato usato per raccogliere informazioni riguardo alle 
abitudini al fumo. Sono stati raccolti campioni di sangue dopo 12-14 ore di digiuno, 
dalle 8.00 alle 9.30 del mattino, per ridurre l’influenza della variazione circadiana.  
Le concentrazioni di colesterolo totale e di trigliceridi sono state  misurate usando 
metodi enzimatici standard (16,17). Il colesterolo HDL è stato misurato dopo la 
precipitazione di lipoproteine a densità molto bassa e di lipoproteine a bassa densità 
con acido fosfotungstenico (18), e il colesterolo LDL è stato calcolato con la formula 
di Friedewald. I livelli di glucosio a digiuno sono stati determinati enzimaticamente 
con il metodo della perossidasi. I livelli  di insulina a digiuno sono stati determinati 
utilizzando un dosaggio immuno-enzimatico (Elisa Ultrasensibile Insulina, Mercodia, 
Svezia). L’errore del metodo è stato valutato in 2 sieri a concentrazione bassa ed alta 
di insulina ed è risultato del 10%. L’apolipoproteina B e la PCR ultrasensibile (hs-
PCR) sono state misurate con metodo turbidimetrico automatizzato (Cobas-Mira, 
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Roche, Italia). L’errore del metodo è stato valutato analizzando giornalmente un 
campione di plasma ed è risultato del 5%. L’indice di insulino-resistenza (HOMA)  è 
stato calcolato utilizzando la seguente formula: insulina a digiuno (uU/ml) x glucosio 
sierico a digiuno (mM)/22,5, come descritto da Matthew set al. (19). 
Dosaggio delle sd-LDL 
La separazione delle LDL piccole e dense è stata effettuata utilizzando il Sistema 
Lipoprint (Quantimetrix Inc., Redondo Beach, California). Questo metodo si basa 
sulla elettroforesi delle frazioni  lipidiche, pre-colorate con Sudan black, in un 
gradiente non denaturante di poliacrilammide. Sono state separate 7 subfrazioni a 
grandezza decrescente e a crescente densità e mobilità elettroforetica (Rf) (Figura 1). 
I coefficienti di variazioni inter- e intra-dosaggio per il colesterolo nelle 7 subfrazioni 
sono risultati essere <10%. Il valore medio del diametro delle LDL (MPD) è stato 
calcolato con un programma computerizzato sulla base delle diverse aree sotto la 
curva delle 7 subfrazioni con differente mobilità elettroforetica (8,20). Questo 
parametro, determinato nel  nostro laboratorio con il Sistema Lipoprint in 5 soggetti 
(2 giovani donne normolipidemiche, di 27 e 35 anni, e 3 uomini ipertrigliceridemici 
di 51, 55 e 64 anni), ha mostrato un alto grado di correlazione con il picco del 
diametro delle subfrazioni (PPD) determinato negli stessi 5 soggetti nel Laboratorio 
del Dr. Krauss, Università di Berkley, California (21) (Rho di Spearman = 0,900, 
p=0,037).  E’ stato calcolato il rapporto percentuale (LDL score) fra le concentrazioni 
di colesterolo nelle subfrazioni 3-7 (LDL piccole e dense) e le concentrazioni di 
colesterolo nell’intera area delle LDL (subfrazioni 1-7). Il diametro delle frazioni 
LDL al punto di separazione fra le subfrazioni 1-2 e le subfrazioni 3-7 è risultato 251 
Å. L’LDL score, dimostratosi collegato significativamente alla malattia 
cardiovascolare (CHD) nelle analisi multivariate  (23,24), si è mostrato associato in 
modo significativo al diametro medio delle particelle nella popolazione studiata 
(n=228, Rho  di Spearman =0,885, p<0,0001).  
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Ultrasonografia carotidea B-mode ad alta risoluzione 
E’ stata effettuata l'ultrasonografia carotidea B-mode ad alta risoluzione (Figura 2) da 
un sonografista esperto utilizzando un apparecchio Biosound 2000 II s.a. (Biosound 
Inc.) ed il software EPIX ® XCAP V3.0 for Windows. Scopo di tale protocollo era di 
fornire misurazioni valide e affidabili dell'IMT carotideo a livello delle pareti lontane 
e vicine del tratto distale (pari ad 1,0 cm) delle carotidi comuni. E’ stato utilizzato 
come repere anatomico lo sperone all’origine della biforcazione. In ogni esame, il 
sonografista usava diversi angoli di scannerizzazione (anteriore, laterale e posteriore) 
per identificare lo spessore massimo dell’IMT in ogni parete. Le immagini sono state 
registrate su cassette Super VHS 0,5 per le analisi successive (25). Per la lettura sono 
state selezionate boxes per ciascuno degli 4 segmenti (2 per lato) di parete carotidea 
con il maggiore IMT. La media dei valori massimi degli spessori carotidei misurati 
rappresentava l'end-point  ultrasonico dello studio. E’ stato possibile ottenere le 
misurazioni dell’IMT della carotide comune in tutti in 228 soggetti reclutati nello 
studio. Dati di controllo qualità continuamente monitorizzati, derivanti da un grande 
trial multicentrico internazionale (Studio ELSA), condotto in quel periodo nella 
Divisione di Ricerca Ultrasonografica Vascolare, hanno mostrato un coefficiente di 
riproducibilità per l’IMT della carotide comune di 0,85. Questo parametro include la 
variabilità di strumentazione, sonografista, e lettore (26).  
Analisi statistiche  
Le analisi statistiche sono state effettuate usando l’ SPSS versione 11.0 (SPSS, Inc., 
Chicago, Illinois). Le variabili continue sono state descritte come deviazione 
standard; l’analisi della covarianza è stata usata per ottenere le medie corrette per età 
di variabili fisiche e biochimiche. E’ stata usata un’analisi logistica multivariata per 
testare la relazione indipendente tra IMT della carotide comune (al di sopra del 90° 
percentile del livello di IMT come risultato) (variabile dipendente) ed età, Apo B, 
Sindrome Metabolica e diametro medio delle LDL (inferiore al livello del 25° 
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percentile 269 Å) o LDL score (superiore al 50° percentile, 1,93 g/L) (variabili 
indipendenti). Gli Odds Ratio (OR) per la presenza di IMT della carotide comune 
sono stati calcolati tramite una regressione binaria logistica incondizionata e sono 
stati elaborati il 95% degli intervalli di confidenza (IC) per l’errore standard del 
coefficiente di regressione.  
Risultati  
Il profilo di rischio cardiovascolare dello studio di popolazione del Progetto Atena 
all’età di reclutamento (1992 – 1996; n= 5062 donne) divise nel sottocampione con 
conseguente determinazione delle sd-LDL (N=228) e la rimanente coorte (N=4834) è 
mostrato nella Tabella 1. Dopo correzione per età, non vi erano significative 
differenze nel profilo di rischio tra il sottocampione e la rimanente coorte. Le 
caratteristiche biochimico-cliniche delle partecipanti allo studio sono mostrate nella 
Tabella 2. E’ stata diagnosticata la Sindrome Metabolica in 93 (40,8%) delle 228 
partecipanti. Le donne con un diametro medio delle LDL, inferiore a 269 Ǻ (25° 
percentile  della popolazione studiata) hanno mostrato un IMT medio della carotide 
comune significativamente maggiore rispetto agli altri partecipanti con un diametro 
medio delle LDL superiore a 269 Ǻ (25° percentile della popolazione studiata); 
(media  1,05 mm  vs. 1,12 mm, p=0,026 con Mann Whitney) (Figura 3). Abbiamo 
valutato con un analisi logistica multivariata l’associazione tra IMT della carotide 
comune (superiore a 1,29 mm) ed il diametro medio delle LDL utilizzando vari 
modelli di correzione (Tabella 3). Le donne con un diametro medio di LDL inferiore 
a 269 Ǻ, hanno mostrato la seguente probabilità, Odds Ratio (OR) di avere un IMT 
della carotide comune superiore a 1,29 mm: OR= 7,80 (p=0,016), corretto per età e 
Sindrome Metabolica; OR = 6,38 (p=0,034), corretto per età, Sindrome Metabolica e 
Apo B. In un’analisi successiva è stata valutata l’associazione tra l’IMT della carotide 
comune (superiore a 1,29 mm) e l’LDL score, utilizzando  vari modelli di correzione 
(Tabella 4). Le donne con LDL score superiore a 1,93 mg/dL, hanno mostrato la 
seguente probabilità di avere un IMT carotideo superiore a 1,29 mm (90° percentile 
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della popolazione studiata) con il seguente OR: 12,15 (p=0,029), corretto per età e 
Sindrome Metabolica; OR= 10,13 (p=0,029), corretto per età, Sindrome Metabolica e 
Apo B. 
Discussione 
Il risultato principale del presente studio è l’associazione tra l’IMT della carotide 
comune ed il diametro medio delle LDL o LDL score indipendentemente da età, Apo 
B e Sindrome Metabolica in un gruppo di donne in menopausa. In modo particolare, 
abbiamo mostrato un livello specifico di LDL piccole e dense associato ad 
aterosclerosi subclinica: diametro medio delle LDL inferiore a 269 Å o LDL score 
superiore a 1,93 mg/dL. L’LDL score, che è il rapporto percentuale tra le piccole 
particelle di LDL (subfrazioni 3-7) e l’intera area delle LDL (subfrazioni 1-7), è 
risultato significativamente correlato alla malattia cardiovascolare (CHD) nelle 
analisi multivariate (22-24). L’IMT carotideo è un ben noto marcatore di 
aterosclerosi precoce, si associa ai fattori di rischio tradizionali (26) ed è collegato 
alla severità ed all’estensione della patologia cardiovascolare (27). Le LDL piccole e 
dense si sono dimostrate più aterogene rispetto alle LDL di diametro superiore in 
studi cross-sezionali (5,6) e prospettici (24). La fase postmenopausale (p-m) nelle 
donne è caratterizzata da un aumentato rischio cardiovascolare (28). Sono stati 
riscontrati elevati livelli plasmatici di LDLox in donne p-m rispetto a donne fertili 
(29). Nelle donne p-m il metabolismo lipidico e lipoproteico è significativamente 
alterato (30) così come la massa grassa e l’adiposità viscerale (31). Le donne in 
postmenopausa hanno livelli di lipoproteine a bassa densità (LDL-C) e di colesterolo 
totale maggiori rispetto alle donne in premenopausa (P < 0,05). I livelli plasmatici di 
LDL-C e di ApoB risultano essere significativamente più elevati nelle donne in fase 
menopausale tardiva rispetto alle donne in premenopausa (P < 0,05) (30). 
Solo un esiguo numero di studi ha valutato la relazione tra LDL piccole e dense e 
IMT carotideo. In un recente lavoro (1) Shoji et al. hanno dimostrato una 
associazione positiva tra IMT carotideo e sd-LDL dopo correzione per età, sesso, 
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diabete mellito, ipertensione, fumo, velocità di filtrazione glomerulare e PCR. In un 
altro studio recente (32), gli autori hanno confrontato le associazioni di ApoB, 
colesterolo non-HDL (NHDL-C), e colesterolo LDL (LDL-C) con la Sindrome 
Metabolica e la sua relazione con la stenosi coronarica significativa (SCS) in 192 
pazienti sottoposti ad coronarografia. Questo studio suggerisce che l’ApoB e il 
NHDL-C sembrano essere più correlati alla SCS nella Sindrome Metabolica con 
ipertrigliceridemia che all’ LDL-C.   Il nostro studio è stato eseguito in un campione 
di donne in menopausa che hanno partecipato ad uno studio di coorte nell’area 
metropolitana di Napoli (Progetto Atena), in un’area geografica in cui l’introito di 
carboidrati risulta elevato nelle abitudini alimentari a causa dell’aumentato apporto 
calorico e dell’aumentato consumo di grassi animali. L’attuale regime calorico unito 
alle abitudini alimentari hanno portato ad un’elevata prevalenza di sovrappeso e 
obesità soprattutto nelle donne (8,33). Considerando che lo spessore della parete 
carotidea riflette la presenza di patologia aterosclerotica preclinica in altri siti come 
per esempio le arterie coronarie (34) e risulta un predittore indipendente di eventi 
cardiovascolari futuri (35), e che la presenza di sd-LDL è associata ad un aumento del 
rischio di patologia coronarica da 2 a 3 volte (4), potrebbe risultare utile includere la 
valutazione carotidea ultrasonografica e il dosaggio delle sd-LDL nello screening di 
donne in menopausa per identificare quelle a maggiore rischio cardiovascolare che 
potrebbero richiedere una terapia più aggressiva. Sono necessari ulteriori e più ampi 
studi prospettici per confermare i nostri dati. In conclusione, i nostri risultati 
suggeriscono un’associazione tra le sd-LDL e l’IMT della carotide comune in modo 
indipendente dalla Sindrome Metabolica, dall’ApoB e dall’età. Questi risultati 
indicano che le sd-LDL sono marcatori di precoce aterosclerosi carotidea, e 
suggeriscono che la misurazione quantitativa delle sd-LDL fornisce delle 
informazioni utili nella valutazione del rischio cardiovascolare in particolare nelle 
donne in menopausa. 
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Figura 1    Profilo LDL normale (1) o con presenza di sd-LDL (2) 
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Figura 2   Misurazione ultrasonografica di IMT carotideo 
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Tabella 1: Profilo di rischio cardiovascolare del Progetto Atena all’età 
di reclutamento (1992 – 1996; n= 5062 donne) divise nel sottogruppo 
con successivo dosaggio delle sd-LDL e la rimanente coorte 1 
 
 
 
 
 
 
 
 Sottogruppo 
(N =228) 
Rimanente coorte 
(N=4834) 
Età (anni)    53,0 ± 0,5 * 50,1 ± 0,1 
Indice di Massa Corporea 
(kg/m2) 
27,2 ± 0,6 27,0 ± 0,2 
Pressione Arteriosa (mmHg)   
     Sistolica 134,0 ± 0,2 133,9 ± 0,3 
     Diastolica 81,2 ± 0,1 81,4 ± 0,1 
Colesterolo (mg/dL)   
     Totale 237,1 ± 0,6 236,9 ± 0,02 
     HDL-C 62,5 ± 0,2  61,8 ± 0,01 
     LDL 151,8 ± 0,5 150,6 ± 0,01 
Trigliceridi (mg/dL) 111,8 ± 0,8 106,1 ± 0,02 
 
 
 
 
1
 Media ± ES. Valori corretti per età.  
* Significativamente diversi dalla restante coorte, P <0,01. 
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Tabella 2: Caratteristiche cliniche e biochimiche della popolazione 
studiata  
 
      
Variabili  n = 228   
Età (anni)  63,1 ± 8,1   
Colesterolo Totale (mg/dL)  224,5 ± 38,4   
Trigliceridi (mg/dL)  110,9 ± 56,6   
Colesterolo HDL (mg/dL)  57,8 ± 13,5   
Colesterolo LDL (mg/dL)  144,5 ± 34,4   
Glicemia a digiuno (mg/dL)  105,1 ± 25,7   
Apolipoproteina B (g/L) 1,10 ± 0,2   
PCR ultrasensibile (mg/L) 2,67 ± 4,1   
Insulina (mU/L)  6,8 ± 4,3   
Indice di Massa Corporea (kg/m2)  28,1 ± 4,6   
Circonferenza addominale (cm) 91,4± 11,1   
Indice di insulino resistenza (HOMA)  1,8 ± 1,3   
Pressione arteriosa sistolica (mm Hg)  143,0 ± 21,2   
Pressione arteriosa diastolica (mm Hg) 
Diametro medio delle LDL (Å) 
LDL score (% sd-LDL) 
81,5 ± 8,8 
270,6 ± 3,3 
3,6 ± 6,1 
 
  
I valori sono espressi come media ± DS. Sistema Internazionale di conversione dei fattori: per convertire i 
trigliceridi in millimoli per litro, moltiplicare per 0,0113; per convertire le HDL in millimoli per litro, 
moltiplicare per 0,02586; per convertire la glicemia  in millimoli per litro, moltiplicare per 0,05551; per 
convertire il colesterolo totale e LDL in millimoli per litro, moltiplicare per 0,02586. 
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Figura 3: Relazione fra spessore medio intimale carotideo (IMT) della 
Carotide Comune ed i valori di diametro medio delle sd-LDL.  
Barre di Errore  indicano valori di deviazione standard. N=228 
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Tabella 3: Relazione tra IMT della carotide comune, diametro medio 
delle LDL  (inferiore a 269 Å) ed altre variabili (N=228):  
Analisi Logistica Multivariata 
 
 
 
Variabili predittive 
Variabile dipendente 
IMT carotide 
comune * 
    
  p OR 95.0% IC per OR 
inferiore - superiore 
Diametro medio LDL (1) 
Età (2) 
Sindrome Metabolica (1)  
0,016 
0,023 
0,200 
7,80 
1,13 
0,33 
1,47-41,39 
1,01-1,26 
0,06-1,78 
Diametro medio LDL (1) 
Età (2) 
Sindrome Metabolica (1) 
Apo B (2) 
0,034 
0,028 
0,178 
0,400 
6,38 
1,13 
0,31 
4,53 
1,14-35,56 
1,01-1,26 
0,05-1,70 
0,13 – 153,25 
 
(1) Variabili discrete con Diametro medio inferiore a 269 Å; Sindrome Metabolica si/no 
(2) Variabili continue 
* variabile discreta con IMT superiore a 1,29 mm come risultato 
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Tabella 4:  Relazioni tra IMT della carotide comune, LDL score  ed 
altre variabili (N=228): Analisi Logistica Multivariata 
 
 
 
 
Variabili Predittive 
Variabile 
Dipendente 
IMT carotide 
comune * 
    
  p OR 95.0% CI per OR 
Inferiore-Superiore 
LDL score (1) 
Età (2) 
Sindrome Metabolica (1) 
0,029 
0,017 
0,202 
12,15 
1,15 
0,35 
  1,29 -114,36 
1,02-1,29 
0,72-1,74 
LDL score (1) 
Età (2) 
Sindrome Metabolica (1) 
Apo B (2) 
0,043 
0,022 
0,315 
0,332 
10,13 
1,14 
0,16 
6,06 
  1,07 – 95,71 
1,01-1,28 
0,61-1,62 
0,15 – 230,63 
 
(1) Variabili discrete con LDL score superiore a 1,93 mg/L; Sindrome Metabolica si/no 
(2) Variabili continue 
* variabile discreta con IMT superiore a 1,29 mm come risultato 
